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　　　Ferritin　is　found　in　various　m．ammalian　tissues　as　well　as　in　lower　organisms　and　in　plants．　It
stores　iron　and　plays　an　integral　role　in　the　iron　metabolism．　This　protein　consists　of　subunits　arranged
in　the　form　of　a　hollow　sphere　enveloping　a　hydrate　ferric　oxide　mice11e　in　its　central　cavity．　Apofer－
ritin　has　a　molecular　we．ight　of　about　450，000　and　each　protein　molecule　may　contain　over　2，000　iron
atoms　in　its　cor．e．　It　is　assumed　that　the　protein　subunits　are　composed　of　20　to　24　chemica11y　identical
subunits．　Recently，　highly　purified　ferritin　preparati．ons　were　shown　tQ　be　heterogeneous．　by　isoelectric
focusing皿ethQds，　and　subunit　heterogeneity　has　also　been　des．cribed．　In　the　present　report　the　different
subunit　co皿ponents　of　ferritin　were　identified　and　some　of　their　prope．rties　were　described。
　　　Ferritin　was　dissociated　into　subunits　by　various　denaturants　and　the　subu且its　were　examined　by
sodium　dodecyl　sulfate　polyacrylamide　gel　electrophoresis．　Human．，　horse，　and　rat　ferritins　all　exhibited
characteristic　patterns　of　heterogeneity；components　with　molecular　weights　of　about　19，000，11，000，　and
8，000were　found　in　these　preparations．　Thes．e　polypeptides　were　isolated　and　characterised．　Evidence
based　on　amino　acid　compositions，　NH2－terminal　analysis　and　inves．tigation　of　detergent－induced　break－
down　products，　indicated　that　the　19，000　nlolecular　weight　component　is　a　compQsite　of　the　11，000　and
8，000molecular　weight　chain．　Circular　dic．hroism　studies　showed　that　the　19，000　molecular　weight　poly－
peptide　retained　appreciable　amounts　of　orderly　secondary　structure　whereas　the　two　lower　molecular
weight　peptides　were　unfolded　to　a　much　greater　exte．nt．　If　the　11，000　and　8，000　molecular　weight　poly－
peptides　are　recombined　in　equimolar　amounts　and　the　denatura且t　is　completely　removed，　a　substance
with　electrophoretic　mobility，　sedimentation　velocity　and　morphological　appearance　of　native．　apoferritin
was　obtained．
　　　The　results　reported　here　contradict　the　widely　adopted　view　that　ferritin　consists　exclusively　of　20
to　24　identical　polypeptide　chain．s；the　subunit　structure　of　the　protein　was，　in　reality，　more　complex．
An　assembled　ferritin　molecule　that　is　viable　from　the　standpoint　of　its　iron　retention　capacity　is　com－
prised　of　at　least　two，　and　possibly　more，　dif［erent　polypepti．de　components．
緒 言
　Ferritinは，水溶性かつ易利用性の鉄貯蔵蛋白質で，肝，
脾を主体に骨髄，十二指腸，胎盤．，心臓など広く動物の組
織に分布している．
　　Ferritin分子は，　protein　shellの中にhydrate　ferric
oxideのmicelleがcoreとして存在する特徴的な構造を
有している1）．Protein　she11すなわちapoferritinの分子
量は，報告老により異なり，約43G，GOOから480，GGO2州5）と
いわれ，Harrison3）によれば20個の，　Fishら5）および
Crichtonら6）は24個の均一なsubunitから構成される．と
報告している．さらにすべてのapoferritin分子は，同一
動物においては同一組成であると考えら．れ，ただcoreに
保有される鉄量のみapofe．rritin　1分子につき．約0から
2，500atom7）のheterOgeneousな値をとるとされている．
しかし，近年種々の動物組織から得られたferritinが等電
点分画上数種のisoferritinとして．存在することがDrys－
dale8），漆崎9），新津1。）により示され，これらのhetero－
geneousなisoferritinは臓器特異性11），さらに腫瘍特異
性12阿14〕をも有していることが報ぜられてきている．これ
までのところisoferritinの存在についてはmonomer，
dimer，　trimerというpolymerismの反映，あるいは鉄含
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量の差によるものでなく蛋白自体のpolymorphismおそ
らくは一次構造の違いによるものと推定される9・15・16），最
近横田17）はisoferritinが鉄投与により変化することを報
じ，これは腫瘍特異ferritinの存在とともにisoferritin
の機能的差異を示し，その構造はより多元的と思われる．
従って四次構造であるprotein　shellすなわちapoferritin
のsubunitの均一性に関して再検討が必要であると考え
られた．
　著者は，この様な見地から種々の動物組織から分離精製
したapoferritinについてsubunit構造を検討し，物理化
学的分析を行い興味ある結果を得たので報告する．
　　　　　　　　実験材料および方法
1　実験材料
　1）馬脾ferritin：Pentex社より購入した6回再結晶
馬脾ferritinをSepharose　6B　columnにより精製したも
のを用いた．
　2）ラット肝＝Wistar系雄ラット，体重約150　g前後
の肝を用いた．
　3）人肝二胃潰瘍で死亡した56歳男性の約1時間後の
病理解剖より得た肝を用いた．
11　実験方法
　1）ラット肝ferrit孟且の精製法
　Drysdaleら18）の方法に準じて行った．すなわち切り出
した肝組織を4倍の蒸留水とともに十分hOlnogenizeした
後75。C，10分間加熱し，冷却後3000xg，15分間遠心，上
清をえた．さらにこれを0．2Nacetic　acidにてpH　4．8に
調整し，1000×g10分間遠心し上清を得た．得られた上清
をあらかじめpH　4．8のacetate　buf［er（15　m－equiv．　sod．
acetate，10　m－equiv．　acetic　acid／4）にて平衡化したCM
cellulose　column（25　x　30　cm）に吸着させ，同bufferお
よび引き続きpH　5．O　acetate　buffer（32皿一equiv．　sod．
acetate，18　m－equiv．　acetic　acid／4）にてcolumnを十
分洗浄し，pH　5．5　acetate　bu狂er（43．8　m－equiv．　sod．
acetate，6．2　m－equiv，　acetic　acid／4）にて粗ferritin分画
を溶出した．この粗ferritinを5G％硫安飽和により4。C
overnight塩析後，1000　xg　15分間遠心し，上清を捨て沈
澱物を0．01M　phosphate　buffer　pH　7．0に溶解し，同
bu任erで平衡化したSephadex　G200　column（2．5x100
cm）でゲル濾過を行い，　void　volumeにすぐ続いて溶出
されるferritin分画を得た．さらに漆崎らユ2）の方法に従
い0．01MTris－HCI　b面er　pH　8．0で平衡化したSepha－
rose　6B　column（2，5×100　cm）によりferritin　monomer
分画を得た．
　2＞人肝ferrithの精製法
　人肝hQmogenateの75℃加熱上清を，50％硫安飽和
にて4。C　overnight塩析後1000×g，15分間遠心し上清
を捨て沈澱物を0．01Mphosphate　bu晩r　pH　7．0に溶解
し同b雌erで平衡化したSephadex　G2QO　cQlumn（2．5　x
100cm）でferritin分画を得0．01　M　Tris－HCI　bu任er
pH　8・0で平衡化したSepharose　6　B　column（2．5×100
cm）にてゲル濾過を行いferritin　monomer分画を得た．
　3）Native　apoferritinの精製法
Beckman　Model　L－265B分離用超遠心機にてSW
41Ti　roterを使用し庶糖密度勾配遠心法により得た．す
なわち遠心tubeに30から50％の庶糖密度勾配を作製し
ferritin皿onomer溶液G．5皿4（10　mg／m6）を庶糖溶液
の上面にapPlyし40，000　r．P．皿．6時間遠心した．遠心後
Buchler三三自動分画装置によりtubeの上面より等量：に
分画した．密度L209／cm3の部分に存在する透明なnative
apoferrit面分画を実験に使用した．
　4）Redロced　apoferritinの精製法
　Granick19）の方法に改良を加えて作製した．すなわち
10％ferritin　monomer溶液1m41こ0．01　M　acetate
bu任er　pH　5．1を2m4混じ，さらにα一α’・bipyridyl　pow－
der　100　mgと一緒に透析tubeに入れ100　m4容量の
91ass　tube中にて0．01　M　acetate　bu旋r　pH　5．1を外液
として透析しながらsodium　hydrosul丘te　100　mgを加え
Fe帯をFe升に還元した．外液はbipyridylによる桃色の
呈色反応が完全に消失するまで頻回に交換した．
　5）Sodium　dodecyl　sulfate（SDS）polyacrylamide
　 　ge1電気泳動法
　上記により得られたferritin　monomer，両apoferrit三n
溶液（1mg／m4）を1％SDS（Schwarz－Mann社：製），　o．01
MTris－HCI　buHer　pH　8．0，1mMEDTA中で24時間透
析しsampl とした．　sampleには各泳動systemに適し
た泳動指標色素を入れ，また時に50mM　mercaptoethanol
あるいは40mM　dithiothreitolを加え80℃，1分間加熱
処理して蛋白50μgから！00μgをgelにapplyした．
SDS　polyacrylamide　gel電気泳動は以下の3種類の方法
で実施した．
　i）1％SDS　polyacrylamide　gel電気泳動法
　Fairbanhs20）法を改良して実施した．すなわち低分子量
物質の分析の目的のため司法のacrylamide濃度5．6％を
11．2％にして行った．gelの組成は11．2％acrアlamide
（BioRad二三）0．21％N，　N’moethylenebisacrylamide
（BIS），1回目DS，0っ25％N，　N，　Nノ；Nノ；tetramethyle－
thyle ediamine（TEMED），0．1　M　Tris　acetate　bu任er
pH　7．4，　G．15％amm◎nium　persulfateで各91ass　tube
（直径0．8cm，長さ！2　cm）に高さ10　c皿までgel溶液を
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満たし，ge1の上面に0．1％SDS，0．15％ammonium
persulfate，0．05％TEMED溶液を静かに重層し約3時間
室温に放置して化学的重合を行った．Electrode　bufEerは
1％SDS，0．1　M　Tris　acetate　bu晩r　pH　7．4溶液を使用
した．泳動指標色素は0．01％のpyronin　Yを用いた．電
気泳動はBuchler社製12本91ass　tube用電気泳動装置
を使用，電圧勾配7～8V／cm，初期電流8mA／tubeとし
て3時間泳動した．
　ii）0．1％SDS　polyaclylamide　ge1電：気負動画
　（A＞Malze121）法
　Spacer　gelの組成は3％acrylamide，0．08％BIS，0．1
％SDS，0．05％TEMED，0．5　M　Tris－HCI　bu任er　pH
6．8，1％ammonium　persulfate，　Separation　ge1の組成
は10％acrylamide，0．26％BIS，0．1％SDS，0．25％
TEMED，0．18　M　Tris－HCl　bu任er　pH　8．8，1％ammo－
nium　persulfateで化学重合した．始めにseparation　gel
溶液をgel　tube高さ10　cmまで満たし，その上に0．1％
SDSを重：層10時間室温に放置し重合した事を確認した後，
重層した0．1％SDS溶液を捨てspacer　ge1溶液をsepa－
ration　gelの上に3clnまで上積みし2時間室温で重合さ
せた．Electrode　bufferは0．1％SDS，0，5　M　Tris－glycin
bu挽r　pH8．3溶液を使用した．泳動指標色素は0．05％
phenol　redを用いた。電気泳動は（i）で記載した装置を用
い定電圧100V，初期電流3mA／tubeにて4時間泳動し
た．
　（B）Shapiro22）法
　Ge1の組成は10％acrylamide，0．26％BIS，0．1％SDS，
0．05％TEMED，0．1コ口hosphate　buHer　pH　7．00．05％
ammonium　persulfateで1時間室温に放置し化学重合さ
せた．Electrode　b誰erは0．1％SDS，0，1　M　phosphate
bu挽r　pH7．0溶液を使用した．泳動指標色素は0．05％
brom　phenol　blueを用いた．電気泳動は（i）と同じ装置
を用いて定電圧100V初期電流10　mA／gelで4時間泳動
した．
　上記3種の電気泳動後ge1をglass　tubeから取り出し
Fairbanks20）による染色と脱色を兼ね備えたstepwise
procedureすなわちge1を以下の溶液中に入れ溶液を漸時
交換して染色，脱色を実施した．
　（a）　259ち　isopropyl　alcohl，109ち　acetic　acid，0．025～
0．05％Coomasie　blue；overnight
　（b）　10％　isopropylalcohQl，10％　acetic　acid，0．0025
～0．005％Coomasie　blue；6－9　hr，
　（c）　109ち　acetic　acid，0．00259ち　Coornasie　blue：over
night
　（d）10％acetic　acid；数時間
　一方未染色gelにつき280　nmにてdensitometric
tracingをmodel　24101inear　transport付Gillford
sp ctrophotometerで実施した．以上により得られた蛋
白質bandの易動度は次の計算式により得た．
　易動度＝蛋白質bandの泳動距離×染色前のgelの長さ／
指標色素の泳動距離×染色後のge1の長さ
　この易動度より標準蛋白質を指標として対数グラフ上に
標準曲線をf乍製し各蛋白質bandの湖山度から分子量を得
た．
　6）Polyacrylamide　ge1電気泳動法
　Acrylamideの最終濃度6．5％として200　V，2時間泳動
後，前述したFairbanks20）のstepwise　procedureで蛋
白質を染色した．
　7）SDS　polvacrvlalnide　ge1電気泳動により分離し
　　た各polypeptideの抽出
　F irbanks20）法（acrylaInide濃度11．2％Nこて電気泳動
を実施した後ただちにgelをglass　tubeから取り出し
280nmでdensitometric　tracingを行い各bandに相当
する部分を切り出した．ついで切り出したge1小片を各
bandごとに別々の透析tubeに入れ電気泳動的脱色装置
（Canalco　M。del　1801）を用い0．1％SDS溶液中で3時間
泳動しpolypeptide抽出を行った．
　8）N’末端アミノ酸残基の決定
　Ferritin　monomer溶液（0．1　mg／m4）とgelから抽出し
た各polypeptide（0．05帽0．1　mg／1n4）を0．5　N　NaHCO，
1％SDSに溶解しpHを8．2に調整し各々をsample溶液
とした これらのsample溶液0．2　m4とdansyl　chloride
（Pierce社製）溶液（5　mg／m4　in　acetone）0．1　m6を混合
し，37。C，20分間incubateしdansylationを行った．
dansyl化したp ptideをOoCで20％trichloro　acetic
acidを加えながら沈澱させ1000xg，5分間遠心し沈澱物
を得た．これを1NHCIにsuspendし数回遠心により洗
浄した．最終的に得られた沈澱物に1m6の6N　HCIを
加え1100C，12時間真空中で加水分解を行った．そこで
HC1をデシケータ一中で蒸発させ，さらに蒸留水で洗浄し
乾燥させた．この反応混合物を50％pyridin　O．01　m4に
溶解しWinerら23）の方法によりchromaωgraphyを実
施した．すなわちChen－Chin　polyamide　plateを使用し
た上行式chromatographyで二次元に展開した．4段階の
solvent　systemは以下の順に用いて実施した．
　（a）1．5％formic　acid　in　water
　（b）　benzene－acetic　acid，9：！
　（c）　ethyl　acetate－acetic　acid－methanol，20；1：1
　（d）0．05MNa3PO4　in　25％aqueous　ethanol
　Polyamide　plate上に展開されたdansy1化アミノ酸は
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同様に処理された標準dansyl化アミノ酸のspotsと紫外
線ランプの下にて比較し決定した．
　9）アミノ酸分析法
　凍結乾燥したferritin　O．2　mgとge1から抽出した各
polypeptide　O．2　mgを1m4の6N　HC1中110。Cにて
24時間水解した．水解後Spackmanら24）の方法に従い
Jelco　model　JLC　6　AH　amino　acid　analyzerにて，
chrQmatographyを行った．
　10）円偏光二色性（circular　dichroism）
　円偏光二色性は，Carry社の自動記録式偏光計Mode1
60に同社偏光二色性測定装置Mode16002を取りつけて測
定した．セルはpath　length　1．0および0．1　clnのものを
使用，蛋白濃度は0．10から0．25mg／m4にて2種以上の濃
度条件で測定した．スリット幅は15Aとし光学密度は1・8
以下に保ち実施した．モル楕円率［θ1（deg・cm2／decimole）
は次式により計算した．［θ］＝θ。bsd・（MRWy10・1・c平均環
元残基数MRWは113とした．1＝セルのpath　length
（cm），　c；蛋白濃度9／m4
　11）各polypeptideからapoferritinを再構築する
　　　方法
　Gelから抽出したpolypeptideを，各々十分に0．1　M
Tris－HCI　buffer　pH　8．0をこ透析しpeptideに結合してい
ないSDSを除去し，さらに8M　urea，0．1　M　TrisHCl
buffer　pH　8．0に透析した．その後あらかじめ8M　urea，
0．1MTris－HCl　bu任er　pH　8．0で平衡化してあるDowex
AG－X2（200－400）column（1×5cm）でchromatography
を行いSDSを完全にpeptideから除去した．最終的に
0．1MTris－HCI　bu晩r　pH　8．0に透析しureaを除去し
apoferritinの再構築を行った．
　12）超遠心分析法
　日立UCA－1　A型分析用超遠心機を使用した．標準セル
を用いSchlieren光学系にて観察した．蛋白濃度は0．5か
ら1％とし20。C，55，400回転で超遠心した．
　13）電子顕微鏡実施法
　Uranyl　acetateを用いたnegative　stainig法にて実施
した．すなわちapoferritin（o．1　mg／m6），再構築apofer－
ritin（0．1　mg／m4）溶液を各々1滴grid上に滴下し乾燥さ
せその後飽和uranyl　acetateを滴下しcarbonで被覆し
た．観察はSiemens　101電子顕微鏡を使用し300，000倍
にて行った．
Table　1　各種条件における馬脾ferritinの変性
Experiment　No．　and　conditions
of　denaturation
一［θ］221
　×10－3
（1）
（2）
（3）
（4）
Native　ferritin（horse　spleen）
・・ P諸。｝勢「10％sodium　dodecyl
b．0．1％sodium　dodecyl　sulfate，80。
c．1．0％sodium　dodecyl　sulfate，80。
d．10％sodium　dodecyl　sulfate，80。
　Samples　from　Experiments（2）c
e．and（2）d（1．O　a豆d　IQ％　sodium
　dodecyl　sulfate）cooled　to　250
　Absence　of　sodium　dodecyl　sul－
a．fate，75。　in　O．1　M　phosphate　buf－
　fer，　pH　7．O
　Sample　from　Experiment（3）a，1〕．
　cooled　to　25。
a．10M　urea，25。
b．10M　urea，75。
c．Experiment（4）b，　cooled　to　250
22．6
22．2
15．3
9ユ
7．2
146
11，9
19．5
実験成績
23．1
4．2
4．7
1　各種条件における馬脾ferritinの変性・
　Table　1に示すごとく各種変性剤添加，無添加，両条件
における温度変化に伴う馬脾ferritinの変性の状態を円偏
光二色性で検討した．
　1）種々の異ったSDS濃度，温度条件下におけるモル
　　　楕円率の変化
　Table　1の実験（1）は未変性ferritinのモル楕円率［θ］221
＝一Q2 600degcm2／dmo1を示し，実験（2）aはSDS濃度
0．1％，1％，10％で温度25℃におけるferritinのモル楕
円率を示すがその値は［θ］221＝一22，200degcm2／dmo1で未
変性ferritinと差はなかった．実験（2）b，　c，　dは80。Cの高
温条件下でSDS濃度をそれぞれ0．1％，1％，10％とした
時のモル楕円率の変化を示すが，その値は［θ］221＝一15，300
degcm2／dmol，［θ］221＝一9，200　degcm2／dmol，［θ］221＝一
7，200degcm2／dmolと漸次減少するものの，完全な不規則
構造は示さなかった．実験（2）eは実験（2）cと（2）dの状態
から温度25。Cに冷却した場合モル楕円率［θ］221＝一14，600
degcm2／dmolへと回復したことを示している．
　2）変性剤無添加での異った温度条件によるモル楕円率
　　　の変化
　実験（3）aは変性剤を使用せず75。C，10分間加熱した場
合のモル楕円率でその値は［θ］221＝一11，900degcm2／dmol
であった・そして実験（3）bに示すように，ただちに25。C
に冷却すると［θ］221＝一19，500degcm2／dmolとほぼ未変性
ferfitinのモル楕円率に回復した．
　3）10Murea中の異った温度条件によるモル楕円率
　　　の変化
　Urea濃度10　M，温度25℃では実験（4）aに示すように
モル楕円率【θ］221＝一23，100degcm2／dmo1でferritinの
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構造には影響がなく，同濃度で75℃に加熱した場合実験
（4）bに示すようにモル楕円率［θ］221＝一4，200degcm2／’dmol
とほぼ完全な不規則構造を示した．Ureaを用いた場合実
験（4）cに示すように250Cに冷却してもモル楕円率の回復
はみられなかった。
II　Ferr三一inのSDS　polyacrylamide　ge1電気泳動所見
　1）馬脾，人橋，ラット肝ferritinのSDS　polyacry－
　　　1amide　ge1電気泳動所見
　Fig．1は，上記3種のferritinのFairbanks20）法によ
る電気泳動所見であるが，各々のgelには陽極側に数本の
bandが認められた．　Ge11は分子：量既知の指標蛋白とし
てinsulin（1），　cytochrome　C（C），　myoglobin（M），　ova1－
bumin（O）が泳動されたものである．　Ge12、3は馬脾fer－
ritin，　ge14，5は人肝ferritin，　gel　6，7はラット肝fer－
ritinの泳動所見である．　Gel　2，4，6はsampleに501nM
mercaptQethano1を添加したものでinsulinのba∬dか
らmyoglobinのband付近まで3本の泳動band（S］2，
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S2，　Sl）が認められた．　Ge13，5，7はmercaptoethanol無
添加の所見であるがgel　3，7には4本のband（S12，　Si2，
S2，　S1）が認められた．すなわちmercaptoethanol存在下
でS｛2のbandは消失した．これらの各bandの易動度は
分子量19，000（Sユ2），15，000（S｛2），11，000（S2），8，000（S1）に相
当した．
　2）SDS　polyacrylamide　ge1電気泳動上認められた
　　　各polypeptideの抽出
　馬脾ferritinの4種類のpolypeptideをpreparative
SDS　polyacrylamide　ge1電気泳動法により分離抽出し
た．この目的のため未染色ge1におけるpolypeptideの泳
動位置を知ることが必要であり280nmのdensitometric
tracingを行ったがそのpatternをFig2に示した．各
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　Hg．1馬面，人肝，ラット肝ferritinの
　　　　SDS　polyacrylamide　gel電気泳動
Ge11；標準蛋白質
　0；ovalubmin（M．　W。43ρ00）
　M；myoglobin（M．　W．17，200）
　C；cytochrome　C（M．　W．11，700）
　1；insulin（M．　W．7，000）
Gel　2　and　3：馬脾ferritin
Ge14and　5：人肝ferritin
Ge16and　7＝ラット肝ferridn
Gel　2，4and　6：mercaptoethanol処理sample
　　　　1　　2　　5　　　　．5　　6　　　　　8　　　　　　　9εしAマlVE　　輪◇81目了？、
　　　　　　　，　一
Fig。2　未染色gelの280　nm　densitometric　tracing
　　Ge11；280　nm　tracingと同じge1
Ge121　mercaptoethanol処理sample
Gel　3：i；insulin，　c；cytochrom　c，
　　　　m；myoglobin，
　　　　cp；caエboxypeptidase（M．　W．34，000）
　　　　o；ovalbumin
bandは十分に分離し抽出可能であった．　Gel　1，2は染色
したgelを示しge12はferritinをInercaptoethano1処
理したものである．この方法による回収率は70％であっ
た．抽出した各polypeptideにつぎ再度電気泳動を行うと
Fig．3に示すごとくS12はS12のbandの他にS2とS1の
両bandが混在し，またSi2はS2のわずかのimpurityを
認めた．一方S2とSlは完全に単一のbandとしてorigi－
na1の位置に再泳動された．図には示していないがS｛2を
mercaptoethanol処理して再泳動した場合S12と同じ建軍
度を示した．
　3）S12のS1，　S2への分解に関する実験
　抽出したs12はFig，3にも示したように再泳動した時，
S1，　S2の混在が常に認められたがS12を2度凍結融解した
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Ge11：馬長ferritin，
Ge13：pQlypeptide　Si2，　Ge14：polypeptide　S2，
Gel　5：polypeptide　S1
馬脾ferritin　subunitsのSDS
polyacrylamide　gel電気泳動
　　　　　Gel　2：polypeptide　S12，
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Fig．4　polypeptide　S12の凍結融解後のSDS
　　　　polyacrylamide　ge1電気泳動
　　　　　Ge11：native　ferritin
　　　　　Gel　2：polypeptide　S12
後80。c加熱処理して泳動するとFig．4に示すごとくs12
は消失しS1とS2の2本のbandのみとなりS12が上記操
作によりS1，S2へと完全に分解されることを知った．さら
に7M　guanidinium　hydrochloride，4G　mM　dithioth－
reitol，　pH　4．525。Cの条件でS12を処理し，その後8M
urea，1％SDSの順に透析した場合と10　M　urea，80。C，
加熱処理の場合の泳動所見も同様にS1とS2へ完全に分解
した．
111各polypeptideのN一末端アミノ酸残基
　抽出した馬脾ferritinの各polypeptideと馬脾native
apoferritinにつきdansylationを行いFig．5に示すよう
なpolyamide　plate上にchromatographyを実施した．
図A，B，　Cは2番目のsolventで展開したものであるが
S12，　S2には，蛋白のdansylationの操f乍で常に出現する
dansylic　acid　O－dansyl－tyrosi且，ε一phenylthiocarbamy1一
α一dansアユー1ysine，　dansylamide．の他にS1．2，　S1固有のN一
末端アミノ酸残基と思われるbis－1ysine（；α，ε一didansy1－
1isine）のspotを認めた．　bis－lisineのspotは他のdansyl
化されたアミノ酸から孤立して存在し，図Cに示した標準
dansyl化アミノ酸との鑑別が容易であった．一方S1には
dansy1化されたアミノ酸は存在しなかった．　N一末端アミ
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polypeptide　S1？，　S2のdansy1化
アミノ酸のchromatography
B：S2　C：dansyl化標準アミノ酸
ノ酸残基がacetyl化されている場合dansyl化されないが
従来ferritinのN一末端アミノ酸残基とされていたN－
acetyl－serineがS1に存在すると判明した．
IV　アミノ酸分析
　抽出した馬脾ferritinの各polypeptideについてアミ
ノ酸分析を行った．Table　2にその結果を示した，カラム
に示した数字は各々のpolypeptide　1分子に含まれている
アミノ酸の残基数を現わしている．馬脾native　ferritinの
値はferritinの分子量約460，000としsubunitの分子量
19，000として計算した．右端のカラムは参考のためCrich－
ton6）のda拾を示した．　S12，　S｛2はnative　apoferritinの
subunit　1分子のアミノ酸組成と良く一致した．一方S且と
S2を加算したアミノ酸組成はS12およびSi2とおおむね類
206
Table　2
石谷 Ferritin－Subunit．
F6rritinとそのsubunit　componentsのアミノ酸組成
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Molecular　Weight
Lysine
Histidine
Arginine
Cysteic　Acid
Aspartic　Acid
Threonine
Serine
Glutamic　Acid
Proline
Glycine
Alanine
Valine
Methionine
Isoleucine
Leucine
Tyrosine
Phenylalanine
Subunit
　　S1，2
19，000
8．57
5．01
8．27
17．77
6．71
10，48
21．12
2．86
11．00
12．38
7．20
5．88
27．82
8．19
Subunit
　　S｛．2
‘‘P9，000’，
Subunit
　　S2
11，000
Subunit
　　S1
8，000
8，51
4．88
9．43
17。96
5．81
9．70
2338
．250
12．09
16．34
7．01
3．94
26．80
7．90
5．24
2．96
4．78
10．00
3．25
5．30
14．50
193
6，11
9．70
3．06
2．20
15．03
3．09
3．53
2．00
3．46
4．82
3．01
4。13
7．09
0．61
6．00
4．80
3．70
3．22
10．44
3．26
Sum
S1十S2
11，000
　　十8，000
1
1
1
8．77
496
8．24
14．82
6．27
9．4．3
2！．59
2．54
12．11
14．50
6．76
5．42
25．47
6．35
Native
Ferritin
（per　19，000
　　dalton）
9．08
6．03
9．60
L67
16．35
6．01
9．57
23．34
2．17
11．55
14．47
7．03
2．68
5．34
28．45
5．33
　　85
Litreature
　　Data
（per　18，500
　　dalton）
1
1
8．．73
5．78
9，45
2．87
17．31
5．48
8．97
23．85
2．82
9．87
13．97
6．93
2．76
3．49
2495
499
7．33
＋05
Table　3Ferritinとそのsubunit　comPonent
の二次構造
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Fig・
0 Protein　sample
一〇5
一1．O
一15
一20
curve　l
curve　3
一25
　　　　　200　　　　　　　　　　　　　250
　　　　　　　WAVELENGTH（nm｝
6　Ferritinとそのsubunit　component
　　　の円偏光二色性スペクトル
　　　：　n母tive　ferritin，　　curve　2：　S｛2
　　　＝S．12，　curve　4：　S2，　curve　5：　S1
Native　ferritin（horse　spleen）
S1（8，000　molecular　weight）
S2（11，000　molecular　weight）
Si，2（19，0001nolecular　weight）
S1，2（19，000　molecular　weight）
Si12　in　8　M　urea，　pH　7．O
S1，2　in　8　M　urea，　pH　7．O
Sl　in　8　M　urea，　pH　7．O
S2　in　8　M　urea，　pH　7．O
Native　ferritin　in　8　M　urea，　pH　7．0．
Ferritin　after　heati且g，80。1％
　　sodium　dodec．yl　sulfate
Fraction
αhelix
0．61
0．07
0．14
0．38
0，40
0．04
　　㌦4
0．01
0．03
0．01
0．61
α24
Fraction
　　　β
structure
0．04
0．22
0．13
0．11
0．04
0．06
α07
0．09
0．15
0 6
0．26
Fractio．nrandom
　　coi1
0．35
0．71
0．73
051
0．56
0．90
0．93
0．88
0．84
0．33
0．50
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似したがS12とSi2はgultamic　acid，　alanine，　isoleucine
含量にわずかに差が認められた．
V　円偏光二色性に関する実験成績
　馬脾native　ferritinと抽出されたその各polypeptide
の円偏光二色性スペクトルをFig．6に示した．　Curve　1は
馬脾native　ferritinのスペクトルであるが，0．1　M　phos－
phate　bu任er　pH　7．0，0．1％から10％までのSDS溶液，
10Murea溶液中のスペクトルも同様iのpatternを示し
た．すなわち221nmで最大のモル楕円率［θ】22F－22，600
degcm2／dmo1，210　nmで［θ1210＝一21，000　degcm2／d　mo1
を呈し，高度のα一helix構造を示した．　Curve　2はS｛2，
curve　3はS12，　curve　4はS2，　curve　5はS1を示している．
Si2およびS12はある程度の規則的構造を有しているが，そ
の構成成分と考えられるS1，S2は完全な不規則構造を表わ
した．この円偏光二色性スペクトルをListowsky25）の方
法に従いcomput・rにより分析計算するとTable　3に示
すごとくnative　ferritinのα一helix含量は6！％，β一struc－
ture　4％，合計65％の高度な規則性構造を有するのに対し
S1，　S2はα一helixを持たずrandom　coilが70％以上の不
規則構造を示した．S｛2，　S12はこの中間の値であった．こ
れらの抽出したpolypeptideを8Murea溶液中に置換し
て分析すると四者共より高度の不規則構造を示した．
VI抽出したpolvpeptideよりapoferritinの再構築
　1）5％polyacrylamide　ge1電気泳動
　抽出したS12，　Si2をDowex　columnによるSDS除去，
透析によるurea除去を行った後5％polyacrylamide　ge1
電気泳動を実施した．Ge1にはferritin　monomer，　dimer，
oligo皿erに一致した自動度のbandを認めた．またS1と
S2を等量に加え上記処理を行ったgelにも同様のbandを
認めた．
　2）超遠心分析
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Rg．7　Ferritinと再構築apoferritinの超遠心分析
　　　Schlieren　pattern．回転数55，400　r，p．m．200C
　　　　（A）native　ferritin，12分撮影
　　　　（B）S1とS2の混合物，86分撮影
　　　　（C）再構築apoferritin，12分撮影
　Fig・7（A）はnative　apQferritinのSchlieren　pattern
である．S20wは17．6Sであった．1％SDS中S1とS2を
等量に加えた混合物のs値はOb　SでありFig．7（B）にそ
のSchlieren　patternを示した．この混合物より変性剤を
除去したSchlieren　patternをFig．7（C）に示すがS20w
は17Sでありnative　apoferritinと一致した値であった．
　3）電子顕微鏡所見
　S1とS2の混合物より変性剤を除去して電子顕微鏡にて
観察した．Fig．8（A）はnative　apoferritin，　Fig，8（B）は
混合物の写真である．（B）図においてもna亡ive　apoferrldn
と同様の120Aの直径を持つhollow　sphereを認めた．
螺線護
攣繹
Rg．8　Ferritinと再構築apoferritinの
　　　　電子顕微鏡写真　　300，000倍
　　　　　A：native　ferritin
　　　　　B：再構築apoferritin
総括および考按
　Ferr三tinは，1937年Laufberger26）により始めて単離結
晶化され今日まで多くの蛋白質構造線的研究がなされてぎ
た．とくに1950年MazurとShorr27）による電気泳動的，
免疫学的研究と，1954年Farrent1）の電子顕微鏡所見は
Granik28）が当初提出したferric　hydroxyphosphateの
micelleとしての鉄が表面に存在するという概念を訂正し
蛋白質に被覆されてferritinの中心部分に存在することを
明らかにした．さらにapoferritinのnegative　staining
法による電子顕微鏡所見29）とX線回田3），X線散乱30）よ
り球状蛋白であることが決定されている．一方ferritin分
子の分子量に関してはRothen2）は超遠心分析法で465，000
と報告し，HarrisonはX線型析により480，0003）を報告
し，RichterとWalker4）は光散乱分析により430，000か
ら470，000に分布すると報告した．しかしこれらの研究に
はoligQmerが混入しているferritinが使用されていたこ
とが明らかとなり1971年Fish5）はapoferritin　monomer
の超遠心分析により平均値441，000を報告した．
　近年蛋白質化学の分野でferritinをはじめsubunit構
造を持つ高分子蛋白質が諸家の興味ある研究対称として取
り上げられつつある．Ferritinの蛋白質部分であるapo一
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ferritinのsubunitに関し1959年Harrison31）はX線回
析により4，3，2の対称性単位格一子を有する24n個の均一な
subunitからなる球状分子であるとし，その最も理想的な
配列はsnab－cube型の24個のsubunitであると演繹し
た．Apoferritin蛋白は種々の変性条件すなわち稀アルカ
リ32），SDS32），6Mguanidinium　hydrochloride33），67％
acetic　acid34）によりsubunitに分解することができる．
1963年Harrison32）は，　SDSを用いてsubunitに分解し
た物質，SDS－subunit複：合体の超遠心分析を実施し，その
S値をSDS結合量で補正しsubunitの分子量は25，000か
ら27，000であり従ってapoferritiロは19個のsubunitか
らなるとした．また同年詳細なX線回析の分析により20
個のsubunitからなるpentagonal　dodecahedronの構i
造をもつと結論した3）．一方これに対して1971年Bjoyk，
Fish5），　Bryce，　Crichtonら6）は各々独立して6Mguani－
dinium　hydrochloride存在下のagaroseゲル濾過，　SDS
polyacrylamide　gel電気泳動，67％acetic　acidで分解
したsubunitの超遠心分析によりapoferritin　subunitの
分子量は18，5GO±500でapoferriti瓜の分子量平均450，000
として24個の均一なsubunit構造であると報告した．そ
の際Fishは分子量18，500±500のsubunitの他に2個の
低分子量componentの存在を予報的に述べている．著者
ら35）も1973年SDS　polyacrylamide　ge1電気泳動上分子
量11，000の低分子量componentを認め報告した．1973年
Schafrizら36）も勿u伽。でのferritinの生合成を行った
際に2個の低分子量componentを認め，その後現在まで
apoferritinのsubunit構造については，この低分子量
componentの存在をめぐってなお結論が得られていない，
IApoferritinのsubunit形成の条件とその分析方法
　　について
　現在SDS　polyacrylamide　ge1電気泳動法が低分子量
測定に最も適しているとされているが目的によりその方法
を選択しなければならないとされている．Listowsky25・33）
は円偏光二色性，施行分散を用いたferritinの変性実験に
おいてferritinが変性剤，有機溶媒などに対しきわめて安
定であることを報告している．
　そこで著者はferritinのsubunit形成の条件を円偏光二
色性を用いて検討した．通常ferritinの立体構造は221　nm
のモル楕円率の値に良く反映され25），未変性ferritinはモ
ル楕円面［θ］221＝一20，000～一23，000degcm2／dmolで，
ferritinが不規則構造をとる時［θ］221＝一4，000　degcm2／
dmo1近傍の値を示し，さらにそのモル楕円率の変化は
subunitへの分解過程とよく平行することが知られてい
る25，48）．
　Table　1に示した実験ではferritinは10　M　urea中，
75。Cでモル楕円率 ［θ】221＝一4，000　degcm2／dmo1を示し
完全な不規則構造を形成した．SDSでは80。C加熱処理に
おいて［θ1221雷一7，000degcm2／dmo1と始めて低モル楕円
率を示したがそれでもなおある構造を保持しているように
推察させた．しかしSDS蛋白複合体はFig．6のsubunit
のCDスペクトルにみられるように新しくβ一structure様
構造（あ いはrodlike　particle）を形成することが知られ
ている37）．従って221nmのモル楕円率が［θ］221＝一7，000
～一X，000degcm2／dmo1の値を示したSDS－subunit複合
体でもsubunit自体はurea中のそれに匹敵すると考えら
れた．またSDS濃度1％以上，80。Cに加熱してsubunit
に完全に分解した場合でも冷却によりモル楕円率は後述す
る分子量19，000 polypeptideのモル楕円率まで回復し
た．これらの事実は一旦完全なsubunitに分解しても温度
条件によりある程度の可逆性があることを示している．現
在までSDSを用いたferritin　subunitの報告5・6，38），は他
の多くの蛋白質においてSubunitへの分解に十分な条件と
されている0．1％SDS，温度25℃から60℃という条件で
実施されていたが，この場合モル楕円率は［θ1221＝一15，GOO
degcm2／dmoレー22，000　degcm2／dmo1程度でありsubunit
へは完全 分解されていない状態と考えられた．
　一方従来のferritin　subunitのSDS　p・lyacrylamide
l電気泳動法としては，　Shapiro22）法（0．1％SDS濃度）
が使用されていた．著者はこのShapiro法とさらにより
鋭敏な分離法である不連続晶晶液systemのMaize121）法
（0．1％SDS濃度）とFairbanks20）法（1％SDS濃度）を使
用して1％SDS，80。C加熱処理したferritin　subunitを
泳動し比較検討したところではShapiro法，　Maizel法で
は低分子量polypeptideを明確に認め得ずFairbanks法
で明らか1こ観察された．以上の結果よりferritinのsubu－
nitの分析にはSDS濃度1％，800C加熱処理を行い，1％
SDS　polyacrylamide　gel電気泳動法（Fairbanks法）を
用いることが必要であると考えられた．
II　Subm孟tのLeteroge皿eityとその分析について
　Ferritinセこは，現在まで電気泳動上見出された2つの
heterogeneityがある．その第一としてferritinは分子節
効果と荷電を利用したpolyacrylamide　ge1およびstarch
gel電気泳動上数本のbandに分れ39・40），これがferritin分
子のpolymerismに基づくものとされ，さらにこのpoly－
merismはhemosiderin形成過程の機構を担うものと推
定されている41・42）．近年通常の電気泳動上これらの易動度
の差異によりferritinの種属特異性，臓器特異性に関する
報告が多く認められる43・鋤が方法論が普辺的でなく，この
点については北郷45）が詳細に述べている．第二として最近
Drysdale8），漆崎9），新津10）は単一臓器内ferritinを等電：
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点分画法を用いて分析し，そのmicroheterogeneityを認
め，それはapoferritinのpolymorphismおそらくは一
次構造の違いによるものであろうとした．この等電点分画
上のheterogeneousなferritinは今日isoferriti且と呼ば
れ，これに基づいて種属特異性45），臓器特異性16）さらには
腫瘍特異性12岬14）が再検討されている．この様なisoferri－
tinの構造と前述した低分子量componentとの関係は興
味深いところである．
　以上の立場から本研究では人肝，馬脾，ラット肝ferritin
のsubunit構造を調べたところsubunit　heterogeneity
すなわち分子：量19，000，11，000，8，000に相当する3本の
bandを認めたが馬脾，ラット肝ferritinにはmercaptoe－
thano1，　dithiothreitol未添加で3本のbandの他に分子
量15，000のbandが存在した．分子量19，000のpolypep－
tideについてSDS内で凍結融解し再泳動すると，分子
量11，000と8，000のpolypeptideに分解し，また分子量
11，000と8，000のpolypeptideのアミノ酸組成の和は分子
量19，000のpolypeptideに一致した．
　従来ferritinのN一末端はN－acetyl－serine46）であると
されていたにもかかわらず，本実験では分子量19，000の
polypeptideに1ysine末端が証明され，その分解peptide
の一つである分子量11，000の蛋白に同様なlysine末端が
認められた．加えてもう一つの分解peptideである分子量
8，000の蛋白はdansyl化されなかったという事実より分子
量19，000のpolypeptideは分子量11，000と8，000のpoly－
peptideが非共有結合で結合し，前者のN一末端はlysine
残基，後者はおそらくN－acety1－serineでありその結合の
特異的親和性は分子量11，000と8，000のpolypeptideから
apoferritinが再構築されたことで示された．なお単離し
た分子量15，000のpQlypeptideを皿ercaptoethano1処理
して再泳動したところ分子量19，000の部位に泳動し，また
円偏光二色性上も分子量19，000のpolypeptideと同様に
約40％のα一helix含量を有する二次構造を示したことよ
り分子量19，000のpolypeptideと同一であることを示し
ている．Mercaptoethano1未処理における両者の易動度
の相違は分子量19，000のpolypeptideが分子内S－S結合
によりみかけ上stokesのradiusを減じ分子量15，000の
駆動度を示すことに起因するものと思われる．この分子量
15，000のbandが人肝ferritinにみられないのは，アミノ
酸組成上他のferritinに比してcysteine含量が低いこと
に関係があると思われる．
III　Subunit　heterogeneityの意義
　人臣，馬脾，ラット肝ferritinに3種のpolypeptideが
存在することは本実験に示したとおりであるが，これらの
polypeptideがいかなるoriginのものであり，いかなる
生物学的意義を持っているかは現在のところ明らかでない
が，その形成機序については2つの可能性が考えられる．
ひとつはferritin　subunitが分子量19，000を持って単一
のpolypeptideとして合成され，　postsynthetic　modi丘ca－
tionとして特異的なpeptide　bo且dの断裂が起る可能性で
ある．この点に関しferritinの分離精製の実験操作中に人
工的にpeptide　bondの断裂が起る可能性も考慮しなけれ
ばならないであろう．しかしこの場合断裂は常に特異的な
部位で起り，それが異った種属のferritinに共通して起る
と考えることには無理がある．いまひとつの考え方とし
て，分子量11，000と8，000のpolypeptideが異ったgene
の上で各々独立して合成され，のちに非共有結合により分
子量19，000のpolypeptideを形成するという可能性があ
る．事実最近Munroら47）は，ラット肝を用いた実験で
free　polysome，およびmembr＆ne　bound　polysomeが
異った分子量のferritin　peptideを合成すると報告して
いる．
　以上ferritinの変性剤処理過程の物理化学的検索および
f rritinのsubunit　heterogeneityの意義につき考察を加
えたが，巨大分子であるferritinのInicroheterogeneity
の存在の機作はとくに腫瘍特異ferritinの問題もからみ今
後さらに検索されねばならない多くの問題を含んでいる，
結 語
　Ferritinのsubunit形成の条件を，円偏光二色性で検討
した．また人切，耶蘇，ラット肝ferritinのSDS　poly－
acrylamide　gel電気泳動を実施し，得られたheterogen－
eousなpolypeptide　chainにっき物理化学的検討を行い
以下の結論を得た．
　1）円偏光二色性で検討したところferritinの完全な
subunit形成には，　SDSを用いた場合濃度1％以上，80。C
加熱処理が必要である．
　2）村肝，馬丁，ラット肝ferritinは，　SDS　polyacryla－
mide　gel電気泳動上基本的に分子量19，000，11，000，8，000
の3種のpolypeptide　chainを有していた．
　3）分子量19，000のpolypeptiddeは，凍結融解処理後
再電気泳動すると分子量11，000と8，000のpolypeptide
に分解した．またアミノ酸分析，N一末端分析上も分子量
19，000のpolypeptideは，分子量11，000と8，000のpoly－
peptideより構成されていることを示した．
　4）Mercaptoethano1にてsample処理をしない場合
認められる分子量15，000のpolypeptideは再電気泳動所
見，アミノ酸分析，N一末端分析上分子量19，000のpoly－
peptideに一致すると思われた．
　5）円偏光二色性にて各polypeptideを検討したとこ
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ろ，分子量19，000と15，000のpolypeptideは同．じpro丘le
を示し，その二次構造はα一helix　40％を含み規則正しい構
造を保持していた．これに対し分子量：11，000と8，000の
polypept．ideはまったくの不規則構造を示した．
　6）分子量11，000と8，000のpolypeptideを等量に加え
apoferritinの再構築を試みたところ，電子顕微鏡，超遠心
分析上apoferritin様物質の形成を認めた．
　以上からferritin　subunit，分子量19，000のpolypep－
tideは，分子量11，000と8，000のpolypeptideより構成さ
れると結論した，
　　本研究の一部，円偏光二色性に関する実験，アミノ酸分
析と電子顕微鏡撮影はAlbert　Einstein医科大学，生化学
教室留学中に実施さ．れたものであり，御指導をいただいた
Prof．1．　Listowsky，また御協力いただいた本学癌研内科
教室員各位に深く感謝いたします．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（昭和51．4．1受理、
Refere且ces
！）Farrant，　J．　L：　An　electron　microscopic　study
　　of　ferritin，，　Biochem．　Biophys．　Acta．，13，569－576
　　（1954）．
2）Rothen，　A．：Ferritin　and　apoferritin　in　the　u1．
　　tracentrifuge；studies　on　the　re．1ationship　of　fer白
　　ritin　and　apoferritin；precision　mesurements　of
　　the　rates　of　sedimelltation　of　apoferritin．，　J．　BioL
　　Chem．，152，679－693（1944）．
3）Harrison，　P．　M．；The　structure　of　apoferritin；
　　molecular　size，　shape　and　symmetry　from　X－ray
　　data．，　J．　Mo1．　BioL，6，404－422（1963）．
4）Richter，　G．　W．　and、Walker，　G．　F．：Rev．ersible
　　association　of　apoferritin　molecules；comparison
　　of　light－scattering　and　other　data，，　Biochemistry，
　　6，2871－2880　（1967）．
5）Bjork，1．　and　Fish，　W．　W．＝Native　and　subunit
　　molecular　we．ights　of　apoferritin．，　Biochemistry，
　　10，　2844－2847　（1971）．
6）Bryce，　C．　F．　A．　and　Crichton，　R．　R；The　subunit
　　structure　of　hor6e　spleen　ferritin．，　J，　BioL　Chem．，
　　246，4198－4205　（1971）．
7）Niitsu，　Y．　and　Listowsky，1．：Mechanisms　for
　　the　formation　of　ferritin　oligomers．，　Bioche－
　　nユistry，12，4690－4695（1973）．
8）Drysdale，　J．　W．：Microheterogeneity　in　ferritin
　　molecules．，　Biochem．　Biophs．　Acta，207，256－258
　　（1970）．　　　　　　　　　　　　，
g）Urushizaki，1．，　Niitsu，　Y．，　Ishitani，　K，　Matsuda，
　　M．and　Fukuda，　M．　l　Microheterogeneity　of
10）
11）
12）
13）
14）
！5）
16）
17）
18）
19）
20）
21）
22）
horse　spleen　ferritin　and　apoferritin，，　Biochem．
Biophys．　Acta．，243，187－192（1971）．
新津洋司郎：馬脾fefritinのmicroheterogeneity
と3’一Methyl－4－dimethylaminoazobenzene投与ラッ
ト肝癌特異ferritinに関する研究．札幌医誌39，255
－266　（1972）．
Powe11，　L　W．，　Alpert，　E．，　Isselbacher，　K．　J．　and
Drysdale，　J．　W．＝Human　isoferritin；organ　spe－
cific　iron　and　distribution．，　Brit．　J．　HaematoL，
30，　47－55　（1975）．
Urushizaki，1．，　Ishitani，　K．，　Yokota，　M．，　Kitago，
M．and　Niitsu，　Y．：．Heterogeneity　of　ferritin
from　3’一Methyl－4－dimethylaminQazobenzene　in－
duced　hepatomas，，　GANN，64，237－246（1973＞．
Alpert，　E，　Coston，　R．　L　and　Drysdale，　J．　W．：
Carcinofetal　human　isoferritin．，　Nature，242，194
－196　（1973）．
Drysdale，　J。　W．　and　Singer，　R．　M．：Carclnofetal
human　isoferritins　in　placenta　and　Hela　cells．，
Cancer　Res．，34，3352－3354（1974）．
Urush zaki，1．，　Ishitani，　K．　and　Niitsu，　Y．：Mi－
crQheterogeneity　of　rat　liver　ferritin；comparison
of　electrofocusing　and　chromatographic　frac－
tions．，　Biochem．　Biophys．　Acta．，328，95－110
（1973）．
Drysdal ，　J．　W．：Heterogeneity　in　tissue　ferri－
t n　d1splayed　by　gel　electrofocusing．，　Biochem．
J．，141，627－632　（1974）．
横田　稔＝肝ferritinの生合成とそのmiccrohete－
ogeneityにかんする研究．43，146－154（1974）．
Drysdale，　J．　W．　and　Munro，　H．　N．l　Small　scale
isolation　of　ferritin　fQr　the　assay　of　the　incor－
poration　of　14C－labeled　alnino　acid．，　Biochem．　J。，
95，851－858　（1965）．
Granick，　S．　and　Michaelis，　L；Ferritin．　II　Apo－
ferritin　of　horse　spleen．，　J．　BioL　Chem．，147，91
－97　（1943）．
Fairbanks，　G．，　Steck，　T．　L．　and　Wallach，　D．　F．
H．＝　Electrophoretic　analysis　of　major　polypep－
tides　of　the　human　erythrocyte　membrane，，　Bio－
c．hemistry，10，2606－2617（1971），
Maize1，　J．　V．：Polyacrylamide　gel　electropho－
resis　of　viral　protein．，　Method　in　Virolgy，5，179
－186（1971），Academic　Press，　N　Y．
Shap ro，　A．　L．，　Vinula，　E　and　Maize1，　J．　V．：Mo－
lecular　weight　estmation　of　polypeptide　chains
by　electrophoresis．，、乱p　SDS－polyacrylamide　gels．，
Biochem．　Biophys．　ReS，　Commun．，28，815－820
（1967）．
45（5） 石谷 Ferritin－Subunit 211
23）Weiner，　A．　M．，　Platt，　T．　and　Weber，　K．：Amino－
　　　terminal　sequence　analysi．s　of　proteins　purifie｛1
　　　0n　a　nanornole　scale　by　gel　electrophorefis．，　J．
　　　Bio1．　Chem．，247，3242－3251（1972）．
24）Spackmah，　D．　H．，　Stein，　W．　H．　and　Moore，　S．：
　　　Automatic　recording　apparatus　for　use　in　the
　　　chrolnatQgraphy　of　amino　acid．，　Ana1．　Chem．．，30，
　　　1190－1206　（1958）．
25）Listwsky，1．，　Blauer，　G．，　Englard，　S．　and　Bethei1，
　　　J．J．＝　Denaturation　of　horse　spleen　ferritin　in
　　　aqueous　guanidinium　hydrochloride　solution．，
　　　Biochemistry，11，2176－2182（1972）．
26）Laufberger，　V．：Sur　la　cristallisation　de　la　fer－
　　　ritine．，　BulL　Soc．　Chim．　BioL（Paris），19，1575－1582
　　　（1937）．
27）Mazur，　A．　and　Shorr，　E．：Chemical　properties
　　　of　ferritin　and　their　relatiQn　to　its　vasodepres．sor
　　　activity．，　J．　Bio1．　Chem，，187，473－484（1950）．
28）Granick，　S．：Structure　and　physiological　func－
　　　tion　of　ferritin．，　Physiol．　Rev．，31，489－511（1951）．
29）Richter，　G．　W，＝Internal　structure　of　apoferritin
　　　as　revealed　by　the　negative　stain．ing　technique，，
　　　J．Biophys．　Biochem．　Cytol，，6，531－534（1959）．
30）Fishbac．h，　F．　A．　and　Anderegg，　J．　W．：An　X－ray
　　　scattering　study　of　ferritin　and　apoferritin．，　J．
　　　MoL　BioL，14，．458－473（1965）．
31）Harrison，　P．　M．：The　structure　Qf　ferritin　and
　　　apQferritin；some　preliminary　X－ray　dat．a．，　J．　Mol．
　　　BioL，1，69－80（1959）．
32）Hofnlann，　T．　and　Harrison，　P．　M．：The　struc－
　　　ture　of　apoferritin；degradation　into　and　mo－
　　　1ecular　weight　of　subunits．，　J．　Mol．　Biol．，6，256
　　　－267　（1963）．
33）Listwsky，1．，　Bethei1，　J．　J．　and　Englard，　S．：Con－
　　　　formation　of　ferritin　and　apoferritin　in　solutio11；
　　　　optical　rotatory　dispersion　properties．，　Bioche－
　　　　mistry，6，1341－1348（1967）．
34）Harrison，　P．　M．　and　Gregory，　D．　W．：Reas－
　　　　sembly　of　apoferritin．molecules　from　subunits．，
　　　　Nature（Lond），220，578－590（1968）．
35）石谷邦彦，名取　博，漆崎一朗：Ferritinに関する研
　　　　究．第7報；Apoferritinのsubunit構造について，
　　　　生物物理化学．17，70－73（1973）．
．36）Shafritz，　S．　A．，　Drysdale，　J．　W．　and　Isselbacher，
　　　　KJ．　l　Translation　Qf　liver　messenger　ribollu一
37）
38）
39）
40）
1）
42）
43）
44）
45）
46）
47）
cleic　acid　in　a　messenger　dependent　reticulocyte
c 11－free　system．，　J．　Bio1．　Chem．，248，3220－3227
（1973），
Reynold，　J．　A．　and　Tanford，　C．：The　gross　con－
formation　of　protein．sodium　dodecyl　sulfate　com－
plex．，　J．　BioL　Chem．，245，5161－5165（1970）．
Linder，　M．　Moore，　R．　J．　and　Munro，　H．　N．：Su－
bunit　heterogeneity　in　rat　liver　apoferritin．，　J．
B．io1．　Chem．，249，7707－7710（1974）．
Kopp，　R．，　Vogt，　A．　and　Sund，　H．＝Zur　Hetero－
genita．t　des　Ferritin＄，　III　Janer　Syrnposium（Ab－
handlungen　der　Deutschen　Akademie　der　Wis－
se schften　zu　Berlin），223－232，　Akademie－Verlag，
Berlin（1966）．
井林　淳，松田幹人，小山隆三，漆崎一朗：Ferritin
に関する研究．第2報；ラット肝ferritinの分離およ
び電気泳’動学的検討，生物物理化学12，25－26（1969）．
Shoden，　A．　and　Sturgeon，　P．：On　the　formatio．n
haemosiderin　and　its　relation　to　ferritin；II．A
radioisQtopic　study．，　Bri↑．　J．　Haemat．，9，513－522
（1963）．
Williams，　M．　A．　and　Harrison，　P．　M．＝Electron－
microscopic　and　chemical　studies　of　oligomers
in　horse　ferritin．，　Biochem．　J．，116，265－280．（1968）．
Ricter，　G．　W∴　Comparison　of　ferritin　from
neoplastic　and　nonΩeoplastic　human　ce1L，　Natu－
re，　207，　616－618　（1965）．
Linder－Hor witz，　M．，　Ruettinger，　R．　T．　and　Mun－
ro，　H．　N．＝Iron　induction　of　elctrophoretically
different　ferritins　in　rat　liver，　heat　and　kindney．，
Biochem．　Biophys．　Acta．，200，442－448（1970）．
北郷正亘：Ferritinの種属特異性に関する．研究．札
幌医心43，194－202（1974）．
Mainwari g，　W．1，　P．　and　Horfmann，　T．：Horse
spleen　ap ferritin．；N－terminal　and　C－terminal
esidues．，　Arch．　Biochem．　Biophys．125，975－980
（1968）．
Konijin，　A．　M．，　Baliga，　B，　S，　and　Munro，　H．　N．：
Synthesis　of　liver　ferritin　on　free　and皿embrane－
bound　polyribosomes　of　diflerent　sizes．，　Fed．　Eur．
Biochem．　Soc．　Lett．，37，249－252（1973）．
48）Ishitani，　K．　Niitsμ，　Y．　and　Listowsky，1．：Char－
　　　acterization　of　the　dif〔erent　polypeptide　compo－
　 　nents　and　analysis　of　subunit　ass．ernbly　in　fer－
　　　ritin　J．　Bio1．　Chem，240，3142－3148（1975），
